








commercial  applications,  allowing  human  proteins  like  insulin  and 
erythropoietin to be synthesized  in  large quantities  in bacterial cells,  improving 
the shelf‐life and pest resistance of crops, and facilitating the production of new 
vaccines.2 
Combined with  the ability  to sequence  long pieces of DNA base‐pair by 
base‐pair,  genetic  engineering  is  even more powerful,  since  it  allows peptides 
and  proteins  of  nearly  any  imaginable  sequence  of  natural  amino  acids  to  be 
synthesized  in  a  host  organism,  such  as  E.  coli.    These  artificial  proteins  (also 
designed  or  engineered  proteins),  made  by  genetic  engineering  to  include  non‐
natural  amino  acid  sequences,  are  attractive  candidates  for  creating  new 
materials.3   Their  sequences  can be  controlled  completely, a distinct advantage 
over  synthetic  polymers  where  control  is  restricted  to  block,  random,  or 




The  incorporation  of modular,  repeating  structures  in  artificial  proteins 
can  be  used  to  achieve  the  desirable  physical  properties  characteristic  of 
synthetic  polymers,  or  entirely  new  features.    Early  examples  of  distinctive 




Alternatively,  artificial proteins may  be  based  on  structural proteins  like  silk.7  
While  the  scope  of  properties  displayed  by  natural  proteins  is  large,  ranging 
from collagenous gels of vitreous humor with storage shear modulus of less than 
30 Pa8 to spider silks with elastic modulus 16 GPa,9 all use the same amide‐bond 







of  material  required  is  often  modest.    Proteins  have  the  potential  to  interact 
intimately  with  surrounding  tissue  and  promote  normal  wound  healing, 
whereas  metals  or  synthetic  polymers  elicit  a  foreign  body  reaction  when 
implanted,  in which the material  is  isolated from the body by a fibrous capsule 
and inflammation persists in the surrounding tissue.12,13 
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More  importantly,  artificial proteins  can  be  bioactive,  containing peptide 




transport.    The  ability  to  hybridize multiple  functions  in  a  single  protein  is  a 
distinct  advantage  over  traditional  techniques  that  require  chemical 
modifications  to make materials biocompatible or bioactive.   A disadvantage  is 




  Artificial  proteins  can  be  made  to  have  both  desirable  mechanical  and 
biological  properties,  so  they  may  be  attractive  candidates  for  use  in  the  full 
range  of  biomaterials  applications,  from  rigid  and  permanent,  like  bone 
implants,14,15  to  soft  and  degradable,  like  hydrogels  that  promote  wound 
healing.16    For  the  promise  of  artificial  proteins  to  be  fulfilled,  the  effects  of 
sequence  and  architecture  on  their  physical  properties  must  be  better 
understood. 
  The  original  and  primary  focus  of  our  group’s  research  into  bioactive 
artificial proteins has  been  in devising new materials  for vascular grafts.   The 






diameter vein harvested  from  the  same patient, but  the  supply  and quality of 
appropriate  veins  is  limited.    Commonly  used  synthetics,  expanded 
polytetrafluoroethylene  (ePTFE  /  “Gore‐Tex”)  and  woven  poly‐ethylene 










Many  groups  have  attempted  to  design  functional  small  diameter 
vascular grafts, typically addressing either the mechanical or biological needs of 
such materials.18,23  Compliant grafts have been made from elastomeric synthetic 
polymers  like  polyurethane,24,25  while  efforts  to  support  an  endothelial  cell 
monolayer have  included pre‐seeding of existing synthetic grafts,26,27 modifying 
the  surface  properties  by  plasma  treatment,28  or  adsorption  of  bioadhesive 
molecules  like  fibronectin.29    Several  biofunctionalized  polyurethane  graft 
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designs  have  been  made30‐32  in  an  attempt  to  address  both  biological  and 
mechanical requirements.   Tissue engineering may eventually produce working 
blood  vessels,33‐35  although  the  techniques  are  costly,  and  matching  the 
mechanical  properties  of  native  tissue  will  require  considerable  development.  
Our group envisions hybrid artificial proteins  that effect both blood vessel‐like 
flexibility and the ability to adhere endothelial cells in a single material. 
  More  recently, we have  investigated using artificial proteins of  the  type 
originally designed  for vascular grafts  in other biomaterials applications.   One 
possibility  is  to use  flexible,  signal‐bearing artificial proteins  to direct  stem cell 
fate  in  neurorestorative  implants.36    Synthetic  corneal  onlays,  a  reversible 
alternative  to  ablative  refractive  vision  surgeries  such  as  LASIK,  are  another 
possible  application.    While  this  is  a  more  recent  challenge  in  biomaterials 
engineering,  similar  issues  have  arisen  as  with  polymeric  vascular  grafts.  
Synthetic materials do not promote the adhesion of the epithelial cells necessary 
to  maintain  the  biology  of  the  cornea,37  while  the  complexity  of  adapted 
biological materials  like  collagen  lead  to  immune  reactions  and  abnormal  cell 
growth.38   There  is  a need  for  transparent,  stable,  elastic materials  that  adhere 




The  research  described  in  this  thesis  is  based  on  a  family  of  artificial 
proteins  with  a  common  design.    Their  architecture  is  analogous  to  block 
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copolymers, with  cell‐binding peptide domains  alternating with  larger  flexible 
domains  that  govern  the mechanical  properties  (Figure  1).    Both  domains  are 
biomimetic:  the  cell‐binding  domains  are  cloned  from  portions  of  the  human 




features  of  the  extracellular matrix, we  refer  to  them  as  artificial  extracellular 
matrix proteins (“aECM” or “aE”). 
One  cell‐binding  domain  engineered  into  the  artificial  proteins  is  RGD 
(Arg‐Gly‐Asp),  from  the  tenth  type  III module  of  fibronectin, which mediates 
adhesion to a variety of cell types through several integrin receptors.39  Its prolific 
ability  to adhere cells has brought about  its use  in dozens of biomaterials.16,40,41  
The other  cell‐binding domain used here  is CS5,  from  the alternatively  spliced 
type  III connecting segment region of  fibronectin, which  is known  to adhere  to 
the  integrin  α4β1.42    It  was  observed  that  human  endothelial  cells  attach  and 
proliferate on  immobilized GREDVY peptides  (a portion of  the CS5  sequence), 




peptides  are  derived  from  hydrophobic  repeating  sequences  in  mammalian 
elastin, rich in valine, glycine, proline, and alanine.  Crosslinked peptides of this 
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type  replicate  many  of  the  mechanical  properties  of  native  elastin.45,46    They 
display what is known as a lower critical solution temperature (LCST) in water, 
in  which  the  proteins  are  soluble  at  low  temperatures,  but  separate  into  an 




LCST;  they  are  rich  in  β‐turn  or  β‐sheet‐like  secondary  structure,47,48  but  are 
extraordinarily mobile.49,50  The structure‐function relationship of elastin has long 
been  a  contentious  issue  and  a  subject  of  considerable  research.   The  classical 
view  is  that  elastin  is  like  a  solvent‐swollen  rubbery network whose  elasticity 
derives  from  the architecture of  its crosslinks.49,51,52   However, models of elastin 
based on crystallographic evidence of closely related molecules53,54 have induced 
others  to  suggest  extended  secondary‐structural  motifs  which  provide  an 
entropic  restoring  force when  distorted  under  strain.45,55,56   Neither model  can 
account  for  all  of  elastin’s  observed  properties,57  but  recent  experiments  that 
examine elastin‐like peptides using solid‐state NMR58,59 describe the distribution 
of  torsional  angles,  while  molecular  simulations57,60  have  pointed  out  the 
importance of hydration in controlling elasticity. 
Because of their unique thermosensitive  behavior,  elastin‐based  peptides 
have  been  incorporated  into  artificial  proteins  designed  for  a  wide  range  of 
materials  applications,61  including  soft  tissue  augmentation,62 drug delivery,63,64 
immunosorbent  assays,65  tumor  cell  targeting,66  nanoporous  materials,67 
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switchable‐permeability  membranes,68  protein  purification,69  and  heavy  metal 
remediation.70    The well‐characterized  peptide VPGVG  has  been  shown  to  be 
broadly  biocompatible  in  toxicity,  antigenicity,  pyrogenicity,  thrombogenicity, 
and mutagenicity  tests, and does not  result  in  fibrous  capsule  formation when 
implanted.71  In light of these encouraging mechanical and biological properties, 







by  our  laboratory  (Figure  1.1A)  contained  alternating  CS5  and  (VPGIG)n 
domains, which promoted  the  adhesion  of  endothelial  cells when  adsorbed  to 
glass.73  To allow proteins of this type to be chemically crosslinked into insoluble 
networks,  the  sequence  was  modified  to  include  N‐  and  C‐terminal  lysine 
residues  (Figure  1.1B).   At  the  same  time,  a  T7  antibody  recognition  tag was 
appended,  as  it  facilitated  identification  during  purification  and  increased 
protein  expression  levels.    This  material  was  chemically  crosslinked  with 





to  surfaces,  proteins  of  this  type  support  endothelial  cell  adhesion  at 
physiologically relevant shear rates.76 
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Figure  1.1   Amino  acid  sequences  of  artificial  extracellular matrix  (aECM) 
proteins, with  the  functions of component peptides  identified.   Crosslinked 
films of (B) are characterized in Chapter 2.  Proteolytic degradation of (B) and 
(C)  is  studied  in Chapter  3.   Chapter  4  reports  the performance of  corneal 
onlays made  from  (C) with RGD  cell‐binding domains.   The  synthesis and 
characterization  of mechanically  tunable  thin  films  of  (D)  are described  in 
Chapter 5. 
 
The  next  generation  of  aECM  proteins  added  two  features:  one,  an 
increased density of lysine side chains, spaced throughout the elastin portion of 
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the  protein,  to  facilitate  highly  lysine‐specific  crosslinking  with  using  N‐
hydroxysuccinimidyl esters; two, native and sequence‐scrambled versions of the 
CS5  and  RGD  cell  binding  domains,  so  that  the  sequence‐specificity  of  cell 
binding could be demonstrated (Figure 1.1C).  Binding of endothelial cells to the 
CS5  and RGD domains was  confirmed.77   The  binding  to CS5  appeared  to  be 
made  less  robust  by  the  lysines  in  the  elastin‐like  domain.78    Mechanical 
properties of crosslinked films of these third generation proteins again spanned 
the desired range.79  Chapter 3 examines the sequence‐dependence of proteolytic 
degradation  of  soluble  and  crosslinked  aECM  proteins  of  this  (1.1C)  and  the 
previous (1.1B) designs.   Chapter 4 describes the  in vivo performance of corneal 
onlays,  permanent  contact  lenses,  made  from  crosslinked  RGD‐based  aECM 
proteins of this third type. 
A photosensitive  aECM protein was also made by incorporating the non‐
canonical  amino  acid  para‐azidophenylalanine80  into  phenylalanine  sites 
regularly  placed  within  the  elastin‐like  domains,  as  were  lysines  in  the 
chemically  crosslinkable  protein  (Figure  1.1D).    The  ability  to  photocrosslink 
artificial proteins may aid  their application as biomaterials, but  it also provides 
opportunities for developing cell culture substrates with patterns of mechanical 
properties,  described  in  Chapter  5,  which  can  be  used  to  understand 







matrices  of  artificial  extracellular matrix  (aECM)  proteins.    I  have  focused  on 
physical characterizations of  these materials, which, along with research  in our 
laboratory  into  their biological activity, has elucidated  important principles  for 
protein‐based design and brought  the aECM proteins  from  the drawing board 
through to implantation in mammals. 
A primary  objective  of  this work was  to devise  crosslinking  systems  to 
stabilize  the  aECM  proteins  into  matrices  with  elastic  properties  similar  to 
human  blood  vessels.   Chapter  2 describes  the  crosslinking  of  aECM proteins 
with isocyanate‐functional molecules to give highly extensible, uniform hydrogel 
films  whose  density  and  elastic  moduli  are  similar  to  native  elastin.    The 
crosslinker concentration was observed to affect both the modulus and swelling 
characteristics  of  the  matrices.    I  wrote  this  chapter  and  performed  all  the 
experiments. 
Another  key  property  of  biomaterials  implants  that  must  be  well 
understood is their susceptibility to degradation in vivo.  While elastin in nature 
has an exceptionally long half‐life of tens of years,62 proteolytic enzymes are up‐
regulated  when  tissues  are  remodeled,  e.g.,  at  implantation  sites,  and  the 
chemical properties of  the aECM proteins may affect  their degradation  in other 
ways.   The  susceptibility  of  two  types  of  aECM proteins,  in  both  soluble  and 




fit  the materials  requirements of  their applications.   The paper was principally 
written by Dr. Sarah Heilshorn, a member of our laboratory, who began work on 
the  project  in  the  laboratories  of  Tetsuji  Yamaoka  at  the  Kyoto  Institute  of 
Technology.   Sarah did all experiments involving soluble proteins, while all the 
work on crosslinked films was done by me.  Specifically, I devised a crosslinking 
system  to  match  physical  properties  between  the  two  aECM  architectures, 
characterized  their degradation by mechanical  testing, and analyzed  the results 
using rubber network assumptions. 
The elasticity and cell‐binding capabilities of the aECM made them easily 
adaptable  for  use  as  corneal  onlays,  or  permanent  contact  lenses.    Chapter  4 
reports  in  vivo  testing  in  rabbit  corneas  of  transparent  onlay  lenses  made  by 
crosslinking aECM proteins containing RGD cell‐binding domains.  A majority of 
this  chapter  was  written  by  me,  including  the  introduction,  discussion,  and 
conclusions sections, and  the description of  the  lenses  themselves.    I made and 
characterized  the  lenses,  although  the  aECM protein was  originally  cloned  by 
Julie Liu and the crosslinking technique was adapted from one developed by Dr. 
Kathy  Di  Zio,  members  of  the  Tirrell  laboratory.    The  surgeries  and  in  vivo 
characterizations, and  their descriptions  for  the manuscript, were performed at 
the  University  of  California  at  San  Francisco  by  Dr.  Marsha  Cheung  and  Dr. 
Daniel  Schwartz.    Substantial portions  of  the  experimental  and  results  section 
texts are  taken  from U.S. Patent Application 11/040,130, by  the same authors as 
the manuscript. 
I‐13 
  Chapter  5 describes our  attempt  to  fashion  systems  that  can be used  to 
understand  cell  response  to  biomaterials  with  coordinating  mechanical  and 
biological signals.   Recently, cells have been observed to react to the stiffness of 
the substrate on which they are characterized.81‐83   We used aECM proteins that 
incorporate  a  photoreactive,  non‐canonical  acid  to  make  single  films  with 
patterned  mechanical  properties.    The  elastic  properties  of  the  films  were 
determined with an AFM nanoindentation technique, the validity of which was 
confirmed by bulk sample measurements and finite element simulations.  I wrote 
the  chapter  and  performed  all  measurements  and  analysis  it  describes,  while 
Christian  Franck  (Graduate  Aeronautics  Laboratories,  California  Institute  of 
Technology) did the finite element modeling and provided substantial expertise 
and insight throughout.   Chapter 5 makes reference to a yet‐unpublished paper 
from  our  group,  which  I  had  a  minor  role  in  writing;  it  is  included  in  an 
Appendix for convenience. 
 
I‐14 
1.7  References 
 
(1)  Watson JD. Recombinant DNA: A short course; W. H. Freeman: New York, 1983. 
(2)  Zoller M, Watson JD, Gilman M, Witkowski J. Recombinant DNA; W. H. Freeman: 
New York, 1992. 
(3)  McGrath KP, Kaplan DL, Eds. Protein‐Based Materials; Birkhauser: Boston, 1997. 
(4)  Krejchi MT, Atkins EDT, Waddon AJ, Fournier MJ, Mason TL, Tirrell DA. 
Chemical sequence control of beta‐sheet assembly in macromolecular crystals of 
periodic polypeptides. Science 1994, 265, 1427‐1432. 
(5)  Yu SJM, Conticello VP, Zhang GH, Kayser C, Fournier MJ, Mason TL, Tirrell DA. 
Smectic ordering in solutions and films of a rod‐like polymer owing to 
monodispersity of chain length. Nature 1997, 389, 167‐170. 
(6)  Petka WA, Harden JL, McGrath KP, Wirtz D, Tirrell DA. Reversible hydrogels 
from self‐assembling artificial proteins. Science 1998, 281, 389‐392. 
(7)  Altman GH, Diaz F, Jakuba C, Calabro T, Horan RL, Chen JS, Lu H, Richmond J, 
Kaplan DL. Silk‐based biomaterials. Biomaterials 2003, 24, 401‐416. 
(8)  Nickerson CS, Kornfield JA. A ʺcleatʺ geometry for suppressing wall slip. J. Rheol. 
2005, 49, 865‐874. 
(9)  Perez‐Rigueiro J, Viney C, Llorca J, Elices M. Mechanical properties of single‐brin 
silkworm silk. J. Appl. Polym. Sci. 2000, 75, 1270‐1277. 
(10)  Noren CJ, Anthonycahill SJ, Griffith MC, Schultz PG. A general method for site‐
specific incorporation of unnatural amino acids into proteins. Science 1989, 244, 
182‐188. 
(11)  Link AJ, Mock ML, Tirrell DA. Non‐canonical amino acids in protein engineering. 
Curr. Opin. Biotechnol. 2003, 14, 603‐609. 
(12)  Tang LP, Eaton JW. Inflammatory responses to biomaterials. Am. J. Clin. Pathol. 
1995, 103, 466‐471. 
(13)  Ratner BD, Bryant SJ. Biomaterials: Where we have been and where we are going. 
Annu. Rev. Biomed. Eng. 2004, 6, 41‐75. 
(14)  Suchanek W, Yoshimura M. Processing and properties of hydroxyapatite‐based 
biomaterials for use as hard tissue replacement implants. J. Mater. Res. 1998, 13, 94‐
117. 
I‐15 
(15)  Anselme K. Osteoblast adhesion on biomaterials. Biomaterials 2000, 21, 667‐681. 
(16)  Hubbell JA. Biomaterials in tissue engineering. Bio/Technology 1995, 13, 565‐576. 
(17)  Greenwald SE, Berry CL. Improving vascular grafts: the importance of mechanical 
and haemodynamic properties. J. Pathol. 2000, 190, 292‐299. 
(18)  Kannan RY, Salacinski HJ, Butler PE, Hamilton G, Seifalian AM. Current status of 
prosthetic bypass grafts: A review. J. Biomed. Mater. Res. B 2005, 74B, 570‐581. 
(19)  Bos GW, Poot AA, Beugeling T, van Aken WG, Feijen J. Small‐diameter vascular 
graft prostheses: Current status. Arch. Physiol. Biochem. 1998, 106, 100‐115. 
(20)  Nerem RM, Seliktar D. Vascular tissue engineering. Annu. Rev. Biomed. Eng. 2001, 
3, 225‐243. 
(21)  Zilla P, Vonoppell U, Deutsch M. The endothelium ‐ a key to the future. J. Card. 
Surg. 1993, 8, 32‐60. 
(22)  Salacinski HJ, Goldner S, Giudiceandrea A, Hamilton G, Seifalian AM, Edwards A, 
Carson RJ. The mechanical behavior of vascular grafts: A review. J. Biomater. Appl. 
2001, 15, 241‐278. 
(23)  Xue L, Greisler HP. Biomaterials in the development and future of vascular grafts. 
J. Vasc. Surg. 2003, 37, 472‐480. 
(24)  Eberhart A, Zhang Z, Guidoin R, Laroche G, Guay L, De la Faye D, Batt M, King 
MW. A new generation of polyurethane vascular prostheses: Rara avis or ignis 
fatuus? J. Biomed. Mater. Res. 1999, 48, 546‐558. 
(25)  Sonoda H, Takamizawa K, Nakayama Y, Yasui H, Matsuda T. Coaxial double‐
tubular compliant arterial graft prosthesis: time‐dependent morphogenesis and 
compliance changes after implantation. J. Biomed. Mater. Res. A 2003, 65A, 170‐181. 
(26)  Deutsch M, Meinhart J, Fischlein T, Preiss P, Zilla P. Clinical autologous in vitro 
endothelialization of infrainguinal ePTFE grafts in 100 patients: A 9‐year 
experience. Surgery 1999, 126, 847‐855. 
(27)  Bordenave L, Remy‐Zolghadri M, Fernandez P, Bareille R, Midy D. Clinical 
performance of vascular grafts lined with endothelial cells. Endothelium‐J. Endoth. 
1999, 6, 267‐275. 
(28)  Tseng DY, Edelman ER. Effects of amide and amine plasma‐treated ePTFE 
vascular grafts on endothelial cell lining in an artificial circulatory system. J. 
Biomed. Mater. Res. 1998, 42, 188‐198. 
I‐16 
(29)  Bhat VD, Klitzman B, Koger K, Truskey GA, Reichert WM. Improving endothelial 
cell adhesion to vascular graft surfaces: Clinical need and strategies. J. Biomater. Sci. 
Polym. Ed. 1998, 9, 1117‐1135. 
(30)  Doi K, Matsuda T. Enhanced vascularization in a microporous polyurethane graft 
impregnated with basic fibroblast growth factor and heparin. J. Biomed. Mater. Res. 
1997, 34, 361‐370. 
(31)  Hsu SH, Chen WC. Improved cell adhesion by plasma‐induced grafting of L‐
lactide onto polyurethane surface. Biomaterials 2000, 21, 359‐367. 
(32)  Verma S, Marsden PA. Nitric oxide‐eluting polyurethanes ‐ vascular grafts of the 
future? N. Engl. J. Med. 2005, 353, 730‐731. 
(33)  LʹHeureux N, Paquet S, Labbe R, Germain L, Auger FA. A completely biological 
tissue‐engineered human blood vessel. FASEB J. 1998, 12, 47‐56. 
(34)  Niklason LE, Gao J, Abbott WM, Hirschi KK, Houser S, Marini R, Langer R. 
Functional arteries grown in vitro. Science 1999, 284, 489‐493. 
(35)  Ratcliffe A. Tissue engineering of vascular grafts. Matrix Biol. 2000, 19, 353‐357. 
(36)  Liu CY, Apuzzo MLJ, Tirrell DA. Engineering of the extracellular matrix: Working 
toward neural stem cell programming and neurorestoration ‐ Concept and 
progress report. Neurosurgery 2003, 52, 1154‐1165. 
(37)  Xie RZ, Stretton S, Sweeney DF. Artificial cornea: Towards a synthetic onlay for 
correction of refractive error. Biosci. Rep. 2001, 21, 513‐536. 
(38)  Evans MDM, McLean KM, Hughes TC, Sweeney DF. A review of the development 
of a synthetic corneal onlay for refractive correction. Biomaterials 2001, 22, 3319‐
3328. 
(39)  Ruoslahti E. RGD and other recognition sequences for integrins. Annu. Rev. Cell 
Dev. Biol. 1996, 12, 697‐715. 
(40)  Vandermeulen GWM, Klok HA. Peptide/protein hybrid materials: Enhanced 
control of structure and improved performance through conjugation of biological 
and synthetic polymers. Macromol. Biosci. 2004, 4, 383‐398. 
(41)  Hersel U, Dahmen C, Kessler H. RGD modified polymers: biomaterials for 
stimulated cell adhesion and beyond. Biomaterials 2003, 24, 4385‐4415. 
 
I‐17 
(42)  Mould AP, Komoriya A, Yamada KM, Humphries MJ. The CS5 Peptide Is a 2nd 
Site in the IIICS region of fibronectin recognized by the integrin alpha‐4‐beta‐1 ‐ 
inhibition of alpha‐4‐beta‐1 function by RGD peptide homologs. J. Biol. Chem. 1991, 
266, 3579‐3585. 
(43)  Hubbell JA, Massia SP, Desai NP, Drumheller PD. Endothelial cell‐selective 
materials for rissue engineering in the vascular graft via a new receptor. 
Bio/Technology 1991, 9, 568‐572. 
(44)  Nicol A, Gowda DC, Parker TM, Urry DW In Biotechnology and Bioactive Polymers; 
Gebelein C, Carraher C, Eds.; Plenum Press: New York, 1994, p 95. 
(45)  Urry DW. Physical chemistry of biological free energy transduction as 
demonstrated by elastic protein‐based polymers. J. Phys. Chem. B 1997, 101, 11007‐
11028. 
(46)  Urry DW, Luan C‐H, Harris CM, Parker TM In Protein‐Based Materials; McGrath 
KP, Kaplan DL, Eds.; Birkhauser: Boston, 1997, pp 133‐177. 
(47)  Debelle L, Alix AJP, Jacob MP, Huvenne JP, Berjot M, Sombret B, Legrand P. 
Bovine elastin and kappa‐elastin secondary structure determination by optical 
spectroscopies. J. Biol. Chem. 1995, 270, 26099‐26103. 
(48)  Urry DW, Long MM, Ohnishi T, Jacobs M. Circular dichroism and absorption of 
polytetrapeptide of elastin ‐ polymer model for beta‐turn. Biochem. Biophys. Res. 
Commun. 1974, 61, 1427‐1433. 
(49)  Hoeve CAJ, Flory PJ. Elastic properties of elastin. Biopolymers 1974, 13, 677‐686. 
(50)  Torchia DA, Piez KA. Mobility of elastin chains as determined by C‐13 nuclear 
magnetic resonance. J. Mol. Biol. 1973, 76, 419‐424. 
(51)  Hoeve CAJ, Flory PJ. The elastic properties of elastin. J. Am. Chem. Soc. 1959, 80, 
6523‐6526. 
(52)  Kakivaya SR, Hoeve CAJ. Glass point of elastin. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 1975, 
72, 3505‐3507. 
(53)  Cook WJ, Einspahr H, Trapane TL, Urry DW, Bugg CE. Crystal‐structure and 
conformation of the cyclic trimer of a repeat pentapeptide of elastin, cyclo‐(L‐
Valyl‐L‐Prolylglycyl‐L‐Valylglycyl)3. J. Am. Chem. Soc. 1980, 102, 5502‐5505. 
I‐18 
(54)  Karle IL, Urry DW. Crystal structure of cyclic (APGVGV)(2,) an analog of elastin, 
and a suggested mechanism for elongation/contraction of the molecule. Biopolymers 
2005, 77, 198‐204. 
(55)  Urry DW. Entropic elastic processes in protein mechanisms. 1. Elastic structure 
due to an inverse temperature transition and elasticity due to internal chain 
dynamics. J. Protein Chem. 1988, 7, 1‐34. 
(56)  Urry DW, Hugel T, Seitz M, Gaub HE, Sheiba L, Dea J, Xu J, Parker T. Elastin: a 
representative ideal protein elastomer. Philos. Trans. R. Soc. Lond. B Biol. Sci. 2002, 
357, 169‐184. 
(57)  Li B, Alonso DOV, Daggett V. The molecular basis for the inverse temperature 
transition of elastin. J. Mol. Biol. 2001, 305, 581‐592. 
(58)  Yao XL, Hong M. Structure distribution in an elastin‐mimetic peptide (VPGVG)(3) 
investigated by solid‐state NMR. J. Am. Chem. Soc. 2004, 126, 4199‐4210. 
(59)  Ohgo K, Ashida J, Kumashiro KK, Asakura T. Structural determination of an 
elastin‐mimetic model peptide, (Val‐Pro‐Gly‐Val‐Gly)(6), studied by C‐13 CP/MAS 
NMR chemical shifts, two‐dimensional off magic angle spinning spin‐diffusion 
NMR, rotational echo double resonance, and statistical distribution of torsion 
angles from protein data bank. Macromolecules 2005, 38, 6038‐6047. 
(60)  Li B, Alonso DOV, Bennion BJ, Daggett V. Hydrophobic hydration is an important 
source of elasticity in elastin‐based biopolymers. J. Am. Chem. Soc. 2001, 123, 11991‐
11998. 
(61)  Rodriguez‐Cabello JC, Reguera J, Girotti A, Alonso M, Testera AM. Developing 
functionality in elastin‐like polymers by increasing their molecular complexity: the 
power of the genetic engineering approach. Prog. Polym. Sci. 2005, 30, 1119‐1145. 
(62)  Urry DW, Pattanaik A, Xu J, Woods TC, McPherson DT, Parker TM. Elastic 
protein‐based polymers in soft tissue augmentation and generation. Journal of 
Biomaterials Science‐Polymer Edition 1998, 9, 1015‐1048. 
(63)  Chilkoti A, Dreher MR, Meyer DE, Raucher D. Targeted drug delivery by 
thermally responsive polymers. Adv. Drug Delivery Rev. 2002, 54, 613‐630. 
(64)  Kopecek J. Smart and genetically engineered biomaterials and drug delivery 
systems. Eur. J. Pharm. Sci. 2003, 20, 1‐16. 
I‐19 
(65)  Kim JY, Mulchandani A, Chen W. An immunoassay for atrazine using tunable 
immunosorbent. Anal. Biochem. 2003, 322, 251‐256. 
(66)  Meyer DE, Kong GA, Dewhirst MW, Zalutsky MR, Chilkoti A. Targeting a 
genetically engineered elastin‐like polypeptide to solid tumors by local 
hyperthermia. Cancer Res. 2001, 61, 1548‐1554. 
(67)  Reguera J, Fahmi A, Moriarty P, Girotti A, Rodriguez‐Cabello JC. Nanopore 
formation by self‐assembly of the model genetically engineered elastin‐like 
polymer (VPGVG)(2)(VPGEG)(VPGVG)(2) (15). J. Am. Chem. Soc. 2004, 126, 13212‐
13213. 
(68)  Rao GVR, Balamurugan S, Meyer DE, Chilkoti A, Lopez GP. Hybrid bioinorganic 
smart membranes that incorporate protein‐based molecular switches. Langmuir 
2002, 18, 1819‐1824. 
(69)  Stiborova H, Kostal J, Mulchandani A, Chen W. One‐step metal‐affinity 
purification of histidine‐tagged proteins by temperature‐triggered precipitation. 
Biotechnol. Bioeng. 2003, 82, 605‐611. 
(70)  Kostal J, Mulchandani A, Chen W. Tunable biopolymers for heavy metal removal. 
Macromolecules 2001, 34, 2257‐2261. 
(71)  Urry DW, Parker TM, Reid MC, Gowda DC. Biocompatibility of the bioelastic 
materials, poly(GVGVP) and its gamma‐irradiation cross‐linked matrix ‐ summary 
of generic biological test‐results. J. Bioactive and Compatible Polym. 1991, 6, 263‐282. 
(72)  Urry DW. Molecular machines ‐ How motion and other functions of living 
organisms can result from reversible chemical changes. Angewandte Chemie‐
International Edition in English 1993, 32, 819‐841. 
(73)  Panitch A, Yamaoka T, Fournier MJ, Mason TL, Tirrell DA. Design and 
biosynthesis of elastin‐like artificial extracellular matrix proteins containing 
periodically spaced fibronectin CS5 domains. Macromolecules 1999, 32, 1701‐1703. 
(74)  Welsh ER, Tirrell DA. Engineering the extracellular matrix: A novel approach to 
polymeric biomaterials. I. Control of the physical properties of artificial protein 
matrices designed to support adhesion of vascular endothelial cells. 
Biomacromolecules 2000, 1, 23‐30. 
(75)  Van Luyn MJA, Van Wachem PB, Olde Damink LHH, Dijkstra PJ, Feijen J, 
Nieuwenhuis P. Relations between in vitro cytotoxicity and cross‐linked dermal 
sheep collagens. J. Biomed. Mater. Res. 1992, 26, 1091‐1110. 
I‐20 
(76)  Heilshorn SC, DiZio KA, Welsh ER, Tirrell DA. Endothelial cell adhesion to the 
fibronectin CS5 domain in artificial extracellular matrix proteins. Biomaterials 2003, 
24, 4245‐4252. 
(77)  Liu JC, Heilshorn SC, Tirrell DA. Comparative cell response to artificial 
extracellular matrix proteins containing the RGD and CS5 cell‐binding domains. 
Biomacromolecules 2004, 5, 497‐504. 
(78)  Heilshorn SC, Liu JC, Tirrell DA. Cell‐binding domain context affects cell behavior 
on engineered proteins. Biomacromolecules 2005, 6, 318‐323. 
(79)  Di Zio K, Tirrell DA. Mechanical properties of artificial protein matrices 
engineered for control of cell and tissue behavior. Macromolecules 2003, 36, 1553‐
1558. 
(80)  Kirshenbaum K, Carrico IS, Tirrell DA. Biosynthesis of proteins incorporating a 
versatile set of phenylalanine analogues. Chembiochem 2002, 3, 235‐237. 
(81)  Pelham RJ, Wang YL. Cell locomotion and focal adhesions are regulated by 
substrate flexibility. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 1997, 94, 13661‐13665. 
(82)  Lo CM, Wang HB, Dembo M, Wang YL. Cell movement is guided by the rigidity of 
the substrate. Biophys. J. 2000, 79, 144‐152. 
(83)  Discher DE, Janmey P, Wang YL. Tissue cells feel and respond to the stiffness of 
their substrate. Science 2005, 310, 1139‐1143. 
 
